急性B淋巴细胞白血病（B-ALL）是起源于前体B细胞的恶性克隆性疾病。尽管随着联合化疗、造血干细胞移植和靶向治疗的应用，成人B-ALL的预后已有改善，但疗效仍远不能令人满意[@b1]。多数成人B-ALL免疫表型为普通型，其中Ph^+^ ALL等预后不良亚型比例高，易早期复发，对供者淋巴细胞输注反应差，长期生存率甚低[@b2]，迫切需要寻找新的治疗靶点和策略。

2011年Zuber等[@b3]发现4型含Bromo结构域蛋白（Bromodomain-containing protein 4，BRD4）对维持MLL重排阳性AML细胞的存活和干细胞特性起重要作用，沉默BRD4表达对绝大多数AML细胞具有增殖抑制作用。BRD4拮抗剂I-BET151或JQ1对多种AML细胞株和原代细胞具有强大的杀灭作用[@b4]。本实验室王缦等[@b5]报道新型BRD4拮抗剂GSK525762A对MLL重排阳性的B-ALL细胞株RS4;11具有与AML细胞类似的作用。在此基础上，我们检测了14例普通型B-ALL患者原代白血病细胞在体外短期培养条件下对GSK525762A的敏感性，为BRD4拮抗剂靶向B-ALL提供临床前研究资料。

病例和方法 {#s1}
==========

1．病例资料：选择2008年1月至2013年10月在徐州医学院附属医院血液科住院治疗的普通型B-ALL患者13例及蚌埠医学院附属医院血液科住院治疗的普通型B-ALL患者1例，诊断和分型均符合文献[@b6]标准。其中初诊患者8例（男4例、女4例），复发患者6例（男4例、女2例），中位年龄46(13\~81)岁，Ph^+^ B-ALL患者4例，Ph^−^B-ALL患者10例，具体资料见[表1](#t01){ref-type="table"}。标本为抽取的患者新鲜骨髓或外周血，患者标本均于化疗前采集，4名正常对照均为健康志愿者。本研究获徐州医学院、蚌埠医学院附属医院伦理委员会批准，患者及志愿者均知情同意并签署知情同意书。

###### 14例普通型急性B淋巴细胞白血病患者资料

   例号   年龄（岁）   性别   疾病状态  染色体核型                                  融合基因
  ------ ------------ ------ ---------- ------------------------------------------- ----------
    1         54        男      复发    46,XY\[15\]                                 −
    2         51        男      初诊    46,XY\[16\]                                 −
    3         43        男      初诊    46,XY,t(9;22)(q34;q11)\[12\]                BCR-ABL
    4         13        女      初诊    46,XX,?7q−\[5\]                             −
    5         39        男      初诊    46,XY\[20\]                                 −
    6         39        女      复发    46,XX,t(9;22)(q34;q11)idic(9) (q11)\[20\]   BCR-ABL
    7         51        女      初诊    未见分裂象                                  TEL-AML1
    8         46        男      复发    46,XY,t(9;22)(q34;q11)\[2\]                 BCR-ABL
    9         27        男      复发    46,XY\[4\]                                  −
    10        34        女      复发    未见分裂象                                  −
    11        81        男      初诊    46,XY\[10\]                                 −
    12        74        女      初诊    46,XX,add(19)(p13)\[3\]/46,XX\[1\]          −
    13        64        女      初诊    46,XX,t(9;22)(q34;q11)\[8\]                 BCR-ABL
    14        46        男      复发    未见分裂象                                  MLL-AF4

注：−：阴性

2．主要试剂和仪器：GSK525762A购自德国Merck公司；IMDM培养基、胎牛血清（FBS）购自美国Gibco公司；细胞因子购自美国R&D公司；CCK-8试剂盒购自日本同仁化学研究所；Annexin Ⅴ-APC/7-AAD试剂盒为美国eBioscience公司产品。M-MLV和TRIzol试剂购自美国Invitrogen公司；荧光定量PCR仪（LightCycler480）和试剂购自德国罗氏诊断公司。Influx和Calibur流式细胞仪均为美国BD公司产品。β-actin、BRD4、c-MYC、Bcl-2、CDK6抗体为美国Cell Signaling Technology公司产品。

3．原代B-ALL细胞的纯化及短期培养：采集普通型B-ALL患者治疗前骨髓或外周血5 ml，用淋巴细胞分离液密度梯度离心（800×*g*，20 min）分离单个核细胞，Influx流式细胞仪分离出CD19^+^ CD10^+^ CD34^+^原始淋巴细胞。将原始细胞常规培养于含20% FBS、5 ng/ml基质细胞衍生因子（SDF-1）、10 ng/ml IL-7的IMDM培养基，接种于使用VCAM-1包被的96孔板中，置于培养箱内常规培养。

4．CCK-8法检测GSK525762A对B-ALL原代细胞增殖的影响：取纯化的B-ALL原代细胞按每孔3×10^4^细胞接种于VCAM-1包被的96孔板，实验组分别加入终浓度为12.5、25、50、100、250、500、1 000和2 500 nmol/L GSK525762A，溶剂对照组加入和实验组等量的DMSO溶液，每组设3个复孔。接种后细胞置于培养箱培养96 h后每孔加入CCK-8试剂，继续孵育4 h后用酶标仪检测波长450 nm处吸光度（*A*）值。按下列公式计算增殖抑制率。$$细胞增殖抑制率（\% ） = （\text{1} - \frac{A_{实验组}}{A_{对照组}}） \times \text{1}00\%$$

5．流式细胞术检测GSK525762A对B-ALL原代细胞凋亡的影响：取对数生长期B-ALL原代细胞，以4×10^5^/ml密度接种于6孔板，每孔2 ml。实验组加入终浓度500、1 000和2 500 nmol/L GSK525762A，溶剂对照组加入等量DMSO溶液处理；每组设3个复孔，置于培养箱内培养72 h，收集细胞用Annexin Ⅴ-APC/7-AAD试剂盒，按说明标记细胞后上流式细胞仪检测细胞凋亡率。

6．实时荧光定量RT-PCR检测c-MYC、Bcl-2、CDK6、BAD、BAK、BAX mRNA表达：取对数生长期B-ALL原代细胞，以5×10^5^/ml密度接种于6孔板。实验组加入1 000 nmol/L GSK525762A，溶剂对照组加入等量DMSO溶液；每组设3个复孔，置于37 °C、5% CO~2~、饱和湿度培养箱培养24或48 h后收集细胞，TRIzol提取总RNA后用M-MLV逆转录酶合成cDNA。采用LightCycle480 SYBR Green Ⅰ Master试剂检测细胞c-MYC、Bcl-2、CDK6、BAD、BAK、BAX基因的表达。PCR引物见[表2](#t02){ref-type="table"}。用2^−ΔΔCt^法计算基因相对表达量, ΔCt=目的基因Ct值−GAPDH的Ct值。实验独立重复3次。

###### 本研究中PCR引物序列

  基因    上游引物(5′→3′)           下游引物(5′→3′)           扩增片段长度(bp)
  ------- ------------------------- ------------------------ ------------------
  c-MYC   TACAACACCCGAGCAAGGAC      AGGCTGCTGGTTTTCCACTAC           161
  Bcl-2   ACGACTTCTCCCGCCGCTA       ACCCCACCGAACTCAAAGAAG           163
  CDK6    GTGACCAGCAGCGGACAAAT      GTACCACAGCGTGACGACCA             99
  BAD     GGAGGATGAGTGACGAGTTTGTG   CCAAGTTCCGATCCCACCAG            135
  BAK     ACTGCACCAAGATTGCCACCAG    GCCATGCTGGTAGACGTGTAGG          110
  BAX     TTCTGACGGCAACTTCAACTG     CCCGGAGGAAGTCCAATGTC            137
  GAPDH   CATCAAGAAGGTGGTGAAGCAG    CAAAGGTGGAGGAGTGGGTG            116

7．Western blot法检测B-ALL原代细胞BRD4、c-MYC、Bcl-2、CDK6蛋白表达：分别收集未处理B-ALL原代细胞及正常人骨髓细胞检测BRD4表达，收集DMSO处理组及1 000 nmol/L GSK525762A作用24、48和72 h后白血病细胞，提取总蛋白并测定蛋白含量，经变性、电泳、湿转NC膜、封闭后，加入一抗、二抗孵育，X线底片曝光显影。以β-actin蛋白为内参照以保持蛋白上样量的一致性。

8．统计学处理：正态分布的计量资料以*x*±*s*表示，两组间比较采用*t*检验，多组间比较采用单因素方差分析和HSD post-hoc检验；非正态分布计量资料采用Mann-Whitney非参数检验；相关性分析采用Pearson线性相关分析法；IC~50~计算使用直线回归法；*P*\<0.05表示差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．BRD4在B-ALL原代细胞的表达：收集14例患者的白血病细胞及4名正常人骨髓细胞，Western blot法检测BRD4的表达。结果显示14例患者白血病细胞中均存在BRD4表达，与4名正常人BRD4表达无明显差异，没有发现表达缺失现象（[图1](#figure1){ref-type="fig"}）。

![Western blot法检测14例普通型急性B淋巴细胞白血病（B-ALL）患者白血病细胞及正常人骨髓细胞中BRD4表达水平\
1\~14：B-ALL患者；15\~18：4名正常对照者](cjh-36-07-563-g001){#figure1}

2．BRD4拮抗剂GSK525762A对B-ALL原代细胞增殖的影响：14例患者原代白血病细胞用不同浓度的GSK525762A处理96 h，结果显示GSK525762A对其均具有不同程度的抑制作用，并在一定范围内呈现剂量依赖性（[图2](#figure2){ref-type="fig"}）。其中位IC~50~值为256.25（90.64\~1 378.39）nmol/L。未发现GSK525762A对原代B-ALL细胞的IC~50~值与患者年龄存在明显的相关性（*r*=0.030,*P*=0.920），且中位IC~50~值在初诊和复发患者间的差异无统计学意义（分别为263.81和299.13 nmol/L，*P*=0.216）。

![采用CCK-8法检测GSK525762A对14例普通型急性B淋巴细胞白血病患者白血病细胞的体外增殖抑制作用](cjh-36-07-563-g002){#figure2}

3．GSK525762A对B-ALL原代细胞凋亡的影响：不同浓度GSK525762A作用于原代白血病细胞72 h后，采用Annexin Ⅴ/7-AAD法检测凋亡。结果显示，GSK525762A对B-ALL原代细胞均具有明显的诱导凋亡作用，其中2 500 nmol/L组最强，500 nmol/L组最弱，组间差异均有统计学意义（[图3](#figure3){ref-type="fig"}，单因素方差分析和HSD post-hoc分析）。

![采用Annexin Ⅴ/7-AAD法检测不同浓度GSK525762A对14例普通型急性B淋巴细胞白血病患者白血病细胞凋亡的影响（\**P*\<0.05）](cjh-36-07-563-g003){#figure3}

4．GSK525762A对Ph^+^ ALL原代细胞的杀伤作用：本组14例患者中Ph^+^ ALL 4例。鉴于Ph^+^ ALL独特的临床意义，我们比较了GSK525762A对Ph^+^ B-ALL和Ph^−^B-ALL原代细胞增殖和凋亡的影响，结果显示GSK525762A对Ph^+^ ALL细胞增殖有抑制作用，但敏感性有所下降，其中位IC~50~值为790.23 (271.50\~1 378.39)nmol/L，而对Ph^−^ALL细胞的中位IC~50~值为223.28（90.64\~498.45）nmol/L。GSK525762A能有效地诱导Ph^+^和Ph^−^B-ALL细胞凋亡，但GSK525762A诱导Ph^+^ ALL细胞凋亡能力弱于对Ph^−^B-ALL细胞的作用（[表3](#t03){ref-type="table"}）。

###### 不同浓度GSK525762A对Ph^+^和Ph^−^B-ALL患者白血病细胞的诱导凋亡作用比较

  GSK525762A浓度(nmol/L)   细胞凋亡率\[%, *M*(范围)\]   
  ------------------------ ---------------------------- ------------------------
  500                      16.86(9.38\~47.13)           51.47(20.61\~70.91)^a^
  1 000                    37.64(24.36\~74.31)          70.86(39.34\~96.34)^a^
  2 500                    55.04(39.29\~95.31)          93.32(64.33\~99.37)^a^

注：B-ALL：急性B淋巴细胞白血病。与Ph^+^ B-ALL组比较，^a^*P*\<0.05

5．GSK525762A对CDK6和c-MYC表达的影响：经GSK525762A处理24 h后，原代白血病细胞中促增殖基因CDK6和c-MYC mRNA水平较对照组明显下降；而处理后48 h CDK6和c-MYC mRNA水平较24 h时进一步下降（[图4A](#figure4){ref-type="fig"}）。Western blot检测结果显示原代白血病细胞用1 000 nmol/L GSK525762A处理24、48、72 h后，与对照组相比，c-MYC、CDK6蛋白表达水平下调（[图4B](#figure4){ref-type="fig"}）。我们进一步分析了GSK525762A处理对Ph^+^和Ph^−^ B-ALL原代细胞CDK6和c-MYC mRNA表达水平的影响，结果显示处理24和48 h后，Ph^+^和Ph^−^ B-ALL组CDK6和c-MYC mRNA表达水平差异无统计学意义（*P*\>0.05）（[表4](#t04){ref-type="table"}）。

###### GSK525762A对Ph^+^和Ph^−^急性B淋巴细胞白血病（B-ALL）患者白血病细胞c-MYC、CDK6和Bcl-2 mRNA表达的影响（*x*±*s*）

  组别           例数      c-MYC         CDK6          Bcl-2                                    
  ------------- ------ ------------- ------------- ------------- ------------- ---------------- ----------------
  Ph^+^ B-ALL     4     0.216±0.012   0.172±0.011   0.422±0.032   0.265±0.018    0.546±0.142      0.288±0.098
  Ph^−^B-ALL      10    0.205±0.008   0.165±0.017   0.478±0.024   0.236±0.022   0.312±0.117^a^   0.112±0.071^a^

注：与Ph^+^ B-ALL组比较，^a^*P*\<0.05

![GSK525762A对14例普通型急性B淋巴细胞白血病患者白血病细胞c-MYC和CDK6 mRNA(A)及蛋白（B）表达的影响（\**P*\<0.05）\
1：DMSO处理对照组；2\~4分别为GSK525762A处理24、48、72 h组](cjh-36-07-563-g004){#figure4}

6．GSK525762A对Bcl-2表达的影响：经GSK525762A处理24或48 h后，PCR结果显示Bcl-2 mRNA水平在原代白血病细胞中较对照组显著下调，且48 h时下调较24 h更显著；而其他Bcl-2家族基因如BAX、BAD和BAK mRNA水平变化不明显（[图5](#figure5){ref-type="fig"}）。Western blot检测结果显示原代白血病细胞用1 000 nmol/L GSK525762A处理24、48、72 h后，与对照组相比，Bcl-2蛋白表达水平下调（[图6](#figure6){ref-type="fig"}）；进一步分析显示，在GSK525762A处理后Ph^+^ B-ALL组下调程度不及Ph^−^组（*P*\<0.05，[表4](#t04){ref-type="table"}）。

![GSK525762A对14例普通型急性B淋巴细胞白血病患者原代细胞Bcl-2家族基因的调控作用（\**P*\<0.05）](cjh-36-07-563-g005){#figure5}

![GSK525762A对普通型急性B淋巴细胞白血病原代细胞Bcl-2蛋白的调控作用\
1：DMSO处理对照组；2\~4分别为GSK525762A作用24、48、72 h组](cjh-36-07-563-g006){#figure6}

讨论 {#s3}
====

尽管多数成人ALL经联合化疗可获血液学缓解，但多数患者很快复发，长期生存率甚低。因此探索成人ALL治疗的新策略和新靶点是目前亟待探索的课题。BRD4在多种类型的组织和细胞中存在广泛的表达[@b7]，可通过Bromo结构域识别乙酰化的赖氨酸残基，从而参与将包括MLL在内的多种蛋白复合体招募至乙酰化的H3和H4组蛋白。沉默或抑制BRD4可有效抑制AML细胞增殖并促进其凋亡[@b8]，其主要机制是下调c-MYC、CDK6和Bcl-2表达。GSK525762A与Bromo结构域有高度亲和力，在较低浓度下即可抑制BRD4的生物学效应。我们在以往研究的基础上进一步探索了GSK525762A对普通型B-ALL原代细胞的作用。结果显示GSK525762A对14例普通型B-ALL患者的原代白血病细胞均有抑制作用，并能促进其凋亡，其作用机制与在AML中类似。既往资料表明Bromo结构域拮抗剂在常规剂量下没有明显的骨髓抑制作用和主要脏器毒性[@b9]，结合我们的研究结果，提示Bromo结构域拮抗剂有望成为高效低毒的B-ALL治疗新药。

白血病干细胞在很大程度上是白血病难以治愈的根本原因[@b10]。目前，常规的化疗手段对白血病干细胞作用不佳。c-MYC是干细胞生物学行为的重要调控因子，敲除c-MYC基因可致多种干细胞功能受损[@b11]。本研究证实BRD4拮抗剂GSK525762A能下调B-ALL细胞c-MYC表达，提示GSK525762A可能在一定程度上通过削弱白血病干细胞功能发挥抗白血病作用，但需要进一步研究证实。

Ph^+^ ALL是预后最差的白血病类型之一，虽然酪氨酸激酶抑制剂（TKI）联合小剂量化疗显著提高了Ph^+^ ALL的缓解率，但是否从根本上改善Ph^+^ ALL的预后仍有争议[@b12]。T315I等高度耐TKI突变的存在也严重影响TKI治疗Ph^+^ ALL的长期疗效。本研究中，我们首次报道GSK525762A对Ph^+^ ALL细胞具有较强的体外杀伤作用，可为开发Ph^+^ ALL新疗法提供参考。考虑到GSK525762A与TKI的抗白血病机制不同，我们推测GSK525762A对T315I突变Ph^+^ ALL细胞可能也具有较强的作用。本课题组目前正进行相关研究。但是，我们的研究结果也提示Ph^+^ ALL细胞对GSK525762A相对不敏感，这可能与该类细胞Bcl-2不易被下调有关。联合使用Bcl-2抑制剂可能提高该类细胞的敏感性。

与B-ALL细胞株不同，B-ALL原代细胞的存活依赖恰当的骨髓微环境。通常，体外培养的B-ALL原代细胞会在数日内凋亡殆尽，极大地增加了B-ALL原代细胞培养的难度。维持原代B-ALL存活的骨髓微环境包括VCAM-1等黏附分子和SDF-1、IL-7等细胞因子。在本研究中，我们使用VCAM-1包被培养板并添加SDF-1和IL-7模拟骨髓微环境，可成功实现B-ALL原代细胞的体外短期培养。该方法可为研究B-ALL提供有力工具。

综上，BRD4拮抗剂GSK525762A能有效杀伤普通型B-ALL白血病细胞，抑制肿瘤细胞增殖。同时，它能够通过调节凋亡因子的表达而诱导白血病细胞凋亡。本研究为BRD4作为B-ALL治疗新靶点和以GSK525762A为母核开发新型抗B-ALL药物提供初步的临床前研究支持。
